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\57j L'invention concerne un acide nucl6ique recombinant 
utmsable pour la production d'un adenovirus defectif conte- 
nant un insgrat codant pour une cytokine sous le contrdle 
d'un promoteur au sein de la sequence g6nomique de 
l'ad6novirus recombinant Cet adenovirus recombinant est 
utilisable pour la preparation de medicaments anti- 
tumoraux sous forme directement injectable dans la tumeur 
de I'hdte. 
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ADENOVIRUS RECOMBINANTS DEFECTIFS EXPRIMANT PES 
CYTOKINES ET MEDICAMENTS ANTITUMORAUX LES CONTENANT . 

Les cytokines sont des molecules (hormones) 
produites par des cellules & la suite d'une 
stimulation antigenique ou d'une activation par 
d'autres facteurs. La premiere cytokine qui ait ete 
produite est 1 1 inter leukine 1 (IL-1) • Elle permet 
1 1 activation des cellules T, qui se mettent a leur 
tour a produire toute une batterie de lymphokines dont 
certaines sont indispensables pour 1 1 activation du 
systeme immunitaire et les defenses contfe les^ 
infections virales ou paras it aires. 

Depuis quelques annees, les cytokines sont 
utilisees en immunotherapie an t i cane e reuse. Neanmoins 
leur administration par la voie generale pose un 
certain nombre de problemes. L f IL-2 par exemple donne 
des effet secondaires assez importants; elle est 
rapidement metabolisee, de sorte que de fortes doses 
doivent etre administrees de fagon repetee. 

On est done a la recherche de meilleures voies 
d r administration qui augment era lent leur efficacitd, 
tout en diminuant leurs effets indesirables. 

L r invention a done pour objet des adenovirus 
recombinants defectifs exprimant une ou plusieurs 
cytokines, ainsi que 1* utilisation de ces adenovirus 
recombinants pour la constitution de compositions 
pharmaceutiques , notamment antitumorales , plus 
particulierement de compositions directement 
injectables dans des tumeurs sol ides de l^ote. 

La present e invention a pour objet des adenovirus 
recombinants defectifs caracterisds en ce qu 1 ils 
comportent un genome d ■ adenovirus non repl icable , 
defectif dans lequel sont inser6es une ou plusieurs 
sequences d'acide nucl6ique codant pour une ou 
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plusieurs cytokines, notamment lymphokines, sous le 
controle d'un ou plusieurs promoteurs susceptibles 
d^tre reconnus par les polymerases de cellules 
humaines, plus particulierement de cellules tumorales 
humaines . 

L 1 invention conceme plus particulierement les 
acides nucleiques recombinants susceptibles d'etre mis 
en oeuvre pour la production de tels adenovirus 
recombinants defectifs. 

Un tel acide nucleique recombinant est 
caracterise en ce qu'il comport e, d'une part, une 
seq uence genomiq ue d'un adenovirus defectif en ce 
qu'elle est depourvue des sequences necessaires a sa 
replication, mais comportant neanmoins celles des 
sequences qui dans ce genome sont le support de 
1 1 information genetique necessaire a l 1 adenovirus 
correspondant pour penetrer dans les cellules 
infectables par celui-ci, ainsi que 1' ensemble des 
sequences essentielles necessaires a 1 1 encapsidation 
de cet adenovirus, et, d 1 autre part, un inserat 
contenant une sequence nucleique codant pour une 
cytokine, cet inserat etant sous le controle d'un 
promoteur present ou prealablement insert dans la 
susdite sequence genomique. 

Les adenovirus, notamment les adenovirus de type 
2 ou 5 susceptibles d'infecter les humains (ou 
adenovirus humains) , ou encore les adenovirus de 
serotype 4 et 7, representent des vecteurs 
particulierement preferes dans le cadre de la presente 
invention, en raison notamment de la grande taille du 
fragment d'ADN etranger qu'il est possible d'inserer 
dans le genome de ces virus. 

Avantageusement, la ou les sequence (s) d 1 acide 
nucleique d 1 insertion sus-mentionnee ( s ) , codant pour 
une ou plusieurs cytokines predeterminees , sont 
contenues dans un genome defectif d 1 adenovirus , 
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depourvu des sequences nucl6otidiqu.es essentielles 
n6cessaires a la replication de c s adenovirus, et 
plus particulierement des transactivateurs E1A et E1B 
et f le cas echeant, de la region E3 de 1 1 adenovirus , 
ou encore de ses regions El et E3. 

En d'autres termes l f invention met a profit la 
capacite de ces adenovirus recombinants defectifs 
d'autoriser 1* expression de la sequence d' insertion 
qu*ils contiennent dans les cellules qu'ils 
envahissent, meme lorsqu'en raison de leur caractere 
def ectif ils ne s 1 y multiplient pas . En d 1 autres 
termes— 1-Linvention-^a^-Pour—Obnectif de faire secreter 
les cytokines au sein meme des cellules (cellules 
tumorales elles-memes et cellules, notamment 
lymphocytes, qui infiltrent ces tumeurs de la tumeur a 
traiter) lorsque celles-ci ont ete infectees par ces 
adenovirus defectifs, en particulier lorsque ceux-ci 
sont injectes directement dans la tumeur. Les 
cytokines produites activeront ainsi en priority, in 
situ, les cellules cytotoxiques infiltrant la tumeur 
et celles se trouvant a proximity de la tumeur. 

En ce qui concerne la sequence d 1 insertion dans 
le genome d 1 adenovirus recombinant def ectif, elle peut 
etre choisie parmi toutes celles qui expriment une 
cytokine capable d'exercer un effet, soit antitumoral 
direct, soit activateur de cellules immunocompetentes 
de l'organisme, soit les deux a la fois. 

Parmi ces cytokines on mentionnera a titre 
d'exemples : IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 
interferon a, interferon y, tumor necrosis factor 
alpha (TNF a) (facteur alpha de necrose de tumeur) . 

Les memes adenovirus recombinants peuvent aussi 
etre utilises dans le cas de certaines maladies, ou il 
y a une deficience immunitaire et dans le cas de 
certaines maladi s paras itaires ou virales (interferon 
7/ a , en particulier) . 



2688514 



4 

On rappelle ci-apres les proprietes de certaines 
de ces cytokines. 
Interleukine 1 (IL-1) : 

Elle est produite essentiellement par les 
monocytes et les macrophages actives. Son poids 
moleculaire est d 1 environ 17 Kilodaltons. Elle 
presente plusieurs activit6s, parmi lesquelles : 

a) une action chemoattr active sur les cellules 
polymorphonucldes et les macrophages ( 1 , 2 ) , 

b) une augmentation de l'activite cytotoxique des 
cellules cytotoxiques spontanees ("Natural Killer" , ou 

NkL, 

c) une induction de fievre a la suite d*une 

infection, 

d) surtout 1' activation des cellules T pour la 
production d'autres facteurs. 

Interleukine 2 (IL-2) F Interleukine 4 (TIi-4) et 
Interleukine 5 (IL-5) ; 

Elles sont produites par des lymphocytes T 
actives. Ii ' action de ces cytokines est restreinte aux 
cellules du syteme iromunitaire, elles provoquent leur 
multiplication et leur activation : IL-2 et IL-4 ont 
ete essayes en immunotherapie antitximorale chez la 
sour is et chez I'homme. Chez la sour is, elles 
agissent de fagon synergique et provoquent la 
regression tumorale. 
Interleukine 6 (IL-6) 

Elle est produite par des nombreux types 
cellulaires dont les lymphocytes T, les macrophages, 
les fibroblastes. . . Elle induit la dif fdrenciation 
finale des lymphocytes B qui deviennent producteurs 
d 1 anticorps . 

"Tumor Necrosis Factor-a" (TNF-a) (facteur-a de 
necrose des tumeurs) : 

C^est un facteur produit par les macrophages. II 
a une double action : une action directe sur les 
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cellules tumorales en provoquant leur lyse et une 
activation du syteme immunitaire. 

L 1 utilisation du TNF-a chez l'homme doit se faire 
avec precaution, etant donne que de nombreuses 
cellules en possedent le rScepteur : d'ou l'int6ret de 
n'induire sa secretion que localement, au sein meme de 
la tumeur, pour limiter ses effets non desirables sur 
les autres cellules de l'hote. 

Interleukine 3 (IL-3) , Interleukine 7 fIIi-7) , et 
"Colony stimulating Factor" (CSF) . 

Ce sont des facteurs de croissance 
hematopoietique. Xls sont produits essentiellement 
par les lymphocytes, les monocytes et les macrophages, 
lis agissent a diff£rents niveaux de l'hematopoiese, 
c'est-a-dire des differentes etapes de dif f6renciation 
de cellules de moelle en cellules sanguines. En outre 
le CSF exerce des effets tres importants au niveau des 
defenses prima ires de l'organisme vis-^-vis des 
defenses bacteriennes en attirant les macrophages vers 
les sites d* infection et en augmentant leur capacite 
de phagocytose. 

En combinaison avec l'IL-2 et l'IIi-4, le GM-CSF, 
s'avere etre un important facteur antitumoral. 
L 1 interferon -y (IFN *y) 

C'est un facteur produit par les cellules T 
activees; il est doue de proprietes antivirales; il 
inhibe la multiplication des virus et des parasites et 
provoque la lyse des cellules infectees et de 
certaines cellules tumorales. 
L' interferon a(IFNa) 

Produit par des cellules T et des monocytes, il 
presente tin effet antiviral et lytique sur des 
cellules infectees. L 1 IFN a a 6t6 utilise en 
immunoth£rapie contre certains types de cancer dont le 
mesothel ium • 
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Bien entendu l 1 invent ion n f est pas limitde, quant 
au choix des sequences d 1 insertion utilisables dans 
des adenovirus con formes l 1 invention, a celles qui 
ont ete identifies ci-dessus. Ndanmoins celles-ci 
sont illustratives de la palette des possibilites qui 
s 1 off rent au th6rapeute, a qui appartient le choix de 
1* adenovirus recombinant defectif le plus approprie a 
mettre en oeuvre, compte tenu de la nature des tumeurs 
a combattre. 

L 1 invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que d^crits ci-dessus , en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, en particulier des compositions 
directement injectables dans les tumeurs & traiter, 
steriles, isotoniques, ou des compositions seches, 
notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas 
d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent 
la constitution ou reconstitution de solutes 
directement injectables dans les tumeurs. 

L f injection directe dans la tumeur d* adenovirus 
modifies, non replicables, off re l^vantage d'une part 
d"£viter la diffusion des adenovirus recombinants dans 
la circulation gdn6rale avec, pour consequence, les 
effets secondaires susceptibles d'etre exerces par les 
cytokines exprim£es ailleurs que sur les sites oH la 
manifestation de leur action est recherch^e, en 
I s occurence les cellules tumorales, elles-memes ou les 
cellules, notamment lymphocytes, qui les infiltrent ou 
qui se trouvent a leur proximite immediate. 

L 1 invention a egalement pour objet un procede 
d'obtention des adenovirus recombinants d6crits ci- 
dessus qui comprend, apr&s l*6tape de construction 
proprement dite d'un vecteur par introduction d'un ou 
plusieurs acide(s) nucleique(s) d 1 insertion dans le 
genome de JL 1 adenovirus defectif initial, une etape de 
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transformation de lignees cellulaires transf ormables 
d • eucaryotes super ieurs (notamment d'origine humaine 
ou animal e) comportant elles-memes une sequence 
distincte de nucleotides apte k complementer la ou les 
parties qui font defaut au g6nome de l f adenovirus 
defectif et sans lesquelles la replication de ce 
dernier est interdite, ladite sequence distincte 6tant 
de preference incorporee au g6nome des cellules de 
ladite lignee cellulaire. 

A titre d^xemple prefere de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293 , lign6e de 
rein embryonnaire humain qui contient, integres dans 
son genome, les onze premiers pourcents de 1' extremity 
gauche du genome d'un adenovirus de type 5 (Ad5) . 
Ceux-ci peuvent alors complementer des virus 
recombinants d6fectifs qui portent des deletions de 
cette region. Un tel proc6de d'obtention est plus 
particulierement decrit dans la demande de brevet 
europeen n° 0 185 573 du 20/11/85. 

Apres transformation de ces lignees cellulaires, 
les adenovirus defectifs ainsi multiplies et produits 
sont recuperes a partir du milieu de culture des 
cellules de ces lignees et purifies. 

La presente invention sera d'avantage detaillee 
dans la description qui suit des possibilites de 
construction d f un adenovirus vecteur recombinant 
contenant au moins une sequence codant pour une 
cytokine, en particulier une lymphokine. 

X. METHODS S 

a) Cellules et virus 

La lignee cellulaire 293 r6nale embryonnaire 
humaine transf orm6e par Ad-5 (Graham et al., 1977), a 
dt6 utilisee pour la transfection d'ADN ainsi que pour 
la multiplication et la titration d 1 Adenovirus (Ad) . 
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En effet, la lignee cellulaire 293 complemente les 
fonctions des genes de fonctions E1A et E1B et permet 
la replication des Ad-recombinants d6fectifs. Pour la 
construction de I'Ad recombinant , l , Ad5-dl324 humain, 
portant des deletions dans les regions El (3.9-10.5 
m.u.) et E3 (78.5-84.3 m.u.), a ete utilise (Shenk et 
Williams, 1984). lies lignees cellulaires 293 , Hela et 
Vero ont et6 maintenues dans un milieu de culture 
minimum essentiel Eagle avec 10 % de serum de veau 
fetal. 

b) construction des plasmides permettant 

1' expression de differentes cytokines 

— Le vecteur d 1 expression eucaryote pMLPIO a ete 
deer it (Ballay et al., 1985). Un derive de ce vecteur 

(pMLP18) a 6te construit par insertion d'une sequence 
contenant differents sites uniques de restriction en 
aval du promoteur majeur tardif d ' adenovirus . Ces 
sites permettant ainsi le clonage des differents genes 
codant pour les cytokines choisies sous le controle du 
promoteur viral. En aval de cette sequence contenant 
ces sites uniques de restriction a ete placee la 
sequence contenant le signal de polyadenylation du 
gene codant pour les antigenes precoces du virus SV40. 
Le fragment Bglll - Hindlll d'AdS est clon6 en aval. 
Cette sequence de 3 Kpb contient le gene codant pour 
la proteine XX qui est necessaire pour l*encapsidation 
du genome viral au-dela de 97 % de sa taille normale 
et permet la recombinaison in vivo ulterieure. Les 
sequences codant pour les genes des differentes 
cytokines sont isolees h partir de plasmides obtenus 
aupres de differentes equipes. Ces sequences, obtenues 
apres clivage au moyen de differentes enzymes de 
restriction sont introduites dans le site de clonage 
multiple du vecteur d 1 expression d6crit ci-dessus 

(pMLP-18) . On obtient ainsi les differents plasmides 
d6nomm6s pMLP-cytokine (IL-2, IL-4 etc..) qui sont 
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utilises pour l'obtention des virus recombinants comme 
decrit dans le paragraphe suivant. 

c) Trans feet ion d'ADN et isolement de virus 
recombinant s 

Les adenovirus recombinants defectifs Ad- 
cytokines ont ete obtenus par recombinaison in vivo 
entre le fragment droit du g6nome viral cliv6 au 
prealable par 1" enzyme de restriction Cla I et la 
sequence homologue existant sur les plasmides pMLP- 
cytokine decrits ci-dessus. Le melange du fragment du 
genome viral (2,6 m.u. - 100 m.u.) purifie apres 
clivage et du plasmide linearise par l 1 enzyme de 
restriction Cla I ou Pvu I est transfecte dans les 
cellules 293 en utilisant la methode de precipitation 
au phosphate de calcium (Graham et Van Der Eb, 1973). 
Des plages de cellules montrant un effet cytopathique 
ont ete isol^es 10 jours apres et le virus a ete 
amplifie en culture. L'ADN viral a ete extrait par la 
procedure Hirt (Graham et al., 1977) et les virus 
recombinants ont ete identifies par cartographie avec 
des enzymes de restriction. 

La figure 1 represente schematiquement une 
construction de ce type mettant en oeuvre une sequence 
d 1 insertion codant pour une interleukine (IL-2, IL-4, 
etc . . ) . 

Dans cette figure : 

"leaders" correspond a un leader tripartite 
"Del" correspond i une "deletion" 
- Ad dl 324 correspond a un adenovirus pourvu des 
"deletions" sus-indiquees . 

d) Expression des sequences codant pour une cytokine 
exprimee 

Des lignees cellulaires Hela ou Vero sont 
infectees avec les virus recombinants d£fectifs 
obtenus. Les cellules ef fectivement transfectees 
peuvent etre caract£risees essentiellement gr&ce & la 
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detection de l'activite de la cytokine liberee dans 
leur milieu de culture. Dans 1 cas de IL-II des 
rendements pouvant atteindre de 1 a 2 pg 
d'interleukine pour 10 6 cellules ont ete observes. 

Les cellules infectees par un recombinant Ad- 
cytokine s^cretent dans le milieu de culture des 
quant it es variables de la cytokine. II existe 
diff6rentes methodes pour la detection et la 
quantification des cytokines produites. 

1) Methodes cyuantitatives : 

- ELISA, en utilisant des anticorps specif iques 
RIA (radioimmunoassay) 

- Western blot 

2) Methodes cfualitatives (ou biotests) : bashes 
sur les proprietes biologigues des cytokines 

Par exemple : 

IL-2 : Test de proliferation des cellules CTL-L2 
(les cellules CTL-L2 ne se multiplient et ne se 
maintiennent en culture qu'en presence d'IL-2 dans le 
milieu de culture) 

IL-3 et GM-CSF : Test de proliferation des 
cellules TF-1 

IL-4 : Test de proliferation des cellules CTL-L2 
et induction de CD23 solubles par certaines cellules 
dont les lymphocytes. 

INF-a : Test de cytotoxicity sur les cellules 
L92-9. 

Test de neutralisation : L'effet des cytokines 
peut etre bloque en incubant les cellules cibles en 
presence de cellules d' anticorps specif iques. 

II va de soi que les descriptions de 
constructions d ■ adenovirus selectif s recombinants ci- 
dessus envisages n'ont aucun caractfere restrictif. 
D"autres constructions peuvent dtre r6alis6es, 
notamment selon les variantes encore indiqu6es ci- 
apr&s k titre d'exemples. 
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1) Echanqe des pr mot urs 

Le promot ur majeur tardif d 1 Adenovirus peut etre 
substitue par d'autres promoteurs ubiquit aires mais 
d'origine exogene tels que : 

- promoteur contenu dans le LTR (Long Terminal 
Repeat) de RSV (Rous Sarcome Virus) 

- le promoteur du g&ne IE de CMV (cytomegalovirus) 

- les promoteurs inductibles MMTV (Mouse Mammary 
Tumor Virus) ou metallothionine. 

De meme des promoteurs permettant une expression 
plus sp£cifique, restreinte aux cellules tumorales 
peuvent etre utilises comme par exemple : 

- le promoteur du gene rep du parvovirus HI. 

L* invention concerne encore un acide nucleique 
recombinant du type sus-indique, caracterise en ce que 
la sequence genomique de 1" adenovirus est depourvue de 
sa region d'extremite 5 r , en aval du promoteur pr^coce 
de la region E1A de 1 v adenovirus , et en ce que la 
sequence codant pour la cytokine est plac£e sous le 
controle de ce promoteur precoce* Cet acide nucleique 
recombinant peut egalement etre mis en oeuvre dans les 
applications plus particulierement mentionndes en 
rapport avec les ADNs recombinants dans les quels la 
sequence codant pour la cytokine est placee sous le 
controle du promoteur majeur tardif de 1 1 adenovirus . 

2) Expression simultanee de plusieurs genes de 
cytokines 

3 types de constructions sont decrites : 

- les genes de cytokines sont sous le controle de 
deux promoteurs soit identiques, soit differents (MLP 
et RSV par exemple) et situes a la suite l"un de 
I 1 autre. 

- les genes des cytokines sont sous le controle de 
promoteurs distincts et donees dans des regions 
distinctes du virus . 
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REVINDICATIONS 

1. Acide nucleique recombinant comportant, d'une 
part, une sequence genomique d'un adenovirus defect if 
en ce qu'elle est depourvue des sequences necessaires 
a sa replication, mais comportant neanmoins celles des 
sequences qui dans ce genome sont le support de 
1 1 information genetique necessaire a 1 • adenovirus 
correspondant pour penetrer dans les cellules 
infectables par celui-ci, ainsi que 1* ensemble des 
sequences essentielles necessaires a 1 1 encapsidation 

de — cet — adenovirus^ et, — d- 1 autre — part^ un — ins6rat 

contenant une sequence nucleique codant pour une 
cytokine, cet inserat etant sous le controle d'un 
promoteur present ou prealablement insere dans la 
susdite sequence genomique. 

2. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1 caracterise en ce qu'il est depourvu 
des transactivateurs E1A et E1B et, le cas echeant, de 
la region E3 de 1 1 adenovirus • 

3. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
genomique de 1 1 adenovirus est depourvue de sa region 
d f extremite 5', en aval du promoteur precoce de la 
region E1A de 1 1 adenovirus , et en ce que la sequence 
codant pour la cytokine est placee sous le controle de 
ce promoteur precoce. 

4. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1 ou la revendication 2 caracteris6 en 
ce que la sequence codant pour la cytokine est placee 
sous le controle d 1 un promoteur tardif de 
1 1 adenovirus . 

5. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1, caracterise en ce que la sequence 
genomique de 1 1 adenovirus est pourvue d'un promoteur 
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etranger au genome de 1 1 adenovirus , et en ce que la 
sequence codant pour la cytokine est: placee sous le 
controle de ce promoteur etranger. 

6. Acide nucleique recombinant caracterise, soit en 
ce que l v inserat contient des sequences codant pour 
plusieurs cytokines, soit en ce qu'il contient des 
inserats distincts respectivement places sous le 
controle de promoteurs distincts, egalement distincts. 

7. . Adenovirus defectif caracterise en ce qu'il 
contient l 1 acide nucleique recombinant selon I'une 
quelconque des revendications 1 k 6. 

8 . Compos ition-pharmaceutique co ntenant 1 1 adenovirus 

recombinant selon la revendication 7 en association 
avec un vehicule pharmaceut iquement acceptable , 
notamment. 

9. Utilisation de l 1 adenovirus recombinant selon la 
revendication 7 pour la preparation de medicaments 
antitumoraux, de preference sous forme directement 
injectable dans une tumeur de l^ote. 

10. Procede de production d 1 adenovirus ddfectifs 
recombinants selon la revendication 7 caracterise par 
la trans format ion de lignees cellulaires 
trans f ormables d 1 eucaryotes super ieurs ( not amment 
d^rigine humaine ou animal e) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte a 
complementer la partie du genome de 1 1 adenovirus dont 
celui-ci est depourvu et qui serait essentielle a sa 
replication, ladite sequence distincte etant de 
preference incorporee au genome des cellules de ladite 
lignee cellulaire, et en ce que l'on recupere les 
adenovirus recombinants defectifs produits a partir du 
milieu de culture des cellules desdites lignees 
cellulaires. 

11* Procede selon la revendication 10 caracterise en 
ce que le genome d 1 adenovirus defectifs est depourvu 
de sa region d'extremite 5 1 et que la lignee 



2688514 



14 

cellulaire est une lignee de rein embryonnaire humain 
telle que la lignee 293, qui contient, integre dans 
son genome, une region d'extremite 5 V du genome d f un 
adenovirus de type 5 (Ad5) et ayant une taille 
correspondante a approximativement 11 % de celle du 
genome entier de cet adenovirus. 
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